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Strukturne lastnosti z gvanini bogatega zaporedja v inducibilnem promotorju 
mdm2 
Povzetek: Večje število gvaninskih ponovitev v promotorju onkogena mdm2, ki je 
vključen v razvoj tumorskega fenotipa pri liposarkomih, nakazuje, da je možen nastanek 
različnih štirivijačnih struktur DNA ali G-kvadrupleksov. V okviru diplomskega dela 
smo določili zmožnost tvorbe štirivijačnih struktur DNA v inducibilnem promotorju 
mdm2 in določiti pogoje, kjer bo prisotna ena sama struktura, kar bi omogočilo njeno 
podrobno strukturno karakterizacijo. Poleg celotnega nukleotidnega zaporedja mdm2-
15, ki vsebuje pet gvaninskih ponovitev, smo opazovali tudi dve skrajšani zaporedji 
mdm2-14 in mdm2-24, kjer pri mdm2-14 opazujemo prve štiri gvaninske ponovitve, pri 
mdm2-25 pa zadnje štiri gvaninske ponovitve. S pomočjo 1D 1H NMR eksperimentov 
smo določili število G-kvartetov v nastalih G-kvadrupleksih in s CD spektroskopijo 
opisali topološke značilnosti (prisotnost paralelnih, antiparalelnih in (3+1) zvrsti). 
Preverili smo, kako prisotnost K
+
 in Na
+
 kationov vpliva na nastanek G-kvadrupleksov 
in ugotovili, da so kalijevi ioni uspešnejši pri stabilizaciji G-kvadrupleksov, ki jih 
tvorijo z gvanini bogata zaporedja iz onkogena mdm2. Pokazali smo, da je najugodnejši 
pH za zvijanje oligonukleotidov  nevtralen.  
 
Ključne besede: NMR, G-kvadrupleks, CD spektroskopija 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Structural properties of guanine rich sequence in inducibile promoter mdm2 
Abstract: Large number of guanine tracts in oncogene mdm2, which are responsible for 
development of tumor fenotype in liposarcomas, suggest formation of different G-
quadruplexes is possible. The major aim of this diploma thesis was to determine the 
possibility of a G-quadruplex formation within inducibile promoter mdm2 and to 
determine the conditions where single structure would be formed. In addition to 
nucleotide sequence mdm2-15 (contains five guanin repetitions), we also studied two 
shorter sequences mdm2-14 and mdm2-25, which are shortend for the first guanine 
repetition from 3'- or 5'-end. With 1D 
1
H NMR experiments we defined the number of 
different G-quartets in G-quadruplexes and in combination with CD spectroscopy aimed 
at description of topological determinants (parallel, antiparallel and (3+1) topology). 
Two different cations, K
+
 in Na
+
, were tested for their ability to stabilize G-quadruplex 
structures and the former was recognized as more successful at stabilization of G-
quadruplexes of mdm2. Among acidic, basic and neutral pH, the latter was found to be 
most suited for promoting formation of predominant species.  
 
 
Keywords: NMR, G-quadruplex, CD spectroscopy 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
A  adenin 
AMA             mešanica metilamina in amonijevega hidroksida v      
                       razmerju 1:1 
C                    citozin 
CD                 cirkularni dikroizem 
DMT              dimetoksitritil 
DNA              deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
D2O               devterijev oksid 
G                   gvanin 
KPi                kalijev fosfatni pufer 
NaPi              natrijev fosfatni pufer 
NMR             jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance) 
RNA              ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
rpm               število obratov na minuto (ang. rotations per minute)     
T                    timin 
TEAA            trietilamonijev acetat 
TFA               trifluoroocetna kislina 
UV                 ultravijolični del elektromagnetnega valovanja 
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1.  Uvod  
1.1. G-kvadrupleksi 
Nukleinske kisline so makromolekule, ki nosijo in shranjujejo genski zapis. Delimo jih 
na dve skupini: deoksiribonukleinske kisline (DNA) in ribonukleinske kisline (RNA). 
Pri DNA je pentozni sladkor, vključen v nukleotid, deoksiriboza, pri RNA pa riboza. 
RNA je običajno prisotna v enovijačni obliki, medtem ko je DNA običajno prisotna v 
obliki dvovijačne verige. Različni sta tudi njuni funkciji, DNA shranjuje in omogoča 
podvajanje genskega materiala, RNA pa posreduje genetske informacije med DNA in 
proteini. Verige DNA in RNA so sestavljene iz nukleotidov. Nukleotidi so sestavljeni iz 
organske dušikove baze (nukleobaze), fosfatne skupine (ostanek fosforne kisline) in 
sladkorja pentoze. Nukleobaze so heterociklične, vsebujejo dušik in so derivati purina in 
pirimidina. Adenin in gvanin sta purinski nukelobazi, ki sta prisotni tako pri RNA kot 
pri DNA.  Pirimidinske nukleobaze so citozin (pri DNA in RNA), timin (samo DNA) in 
uracil (samo RNA). 
 
Slika 1: Strukturne formule purinskih (adenin, gvanin) in pirimidinskih (timin, citozin, 
uracil) nukleobaz. 
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Najpogostejša sekundarna struktura DNA pri in vivo pogojih je dvojna vijačnica, kjer 
sta komplementarni polinukleotidni verigi zaviti v smeri urinega kazalca v spiralo.
1
 Na 
zunanji strani spirale se nahaja sladkorno-fosfatni del, na notranji pa nukleobaze.
1
 
Polinukleotidni verigi povezujejo in stabilizirajo vodikove vezi med komplementarnima 
dušikovima bazama, imenovanima tudi bazni par. Komplementarni bazni par po 
Watson-Crickovem modelu parjenja baz sestavljata pirimidniska in purinska baza. 
Adenin in timin se vežeta z dvema vodikovima vezema, citozin in gvanin pa s tremi 
vodikovimi vezmi. Pri RNA je namesto timina prisoten uracil. Vodikove vezi med 
baznimi pari omogočajo specifičnost vezave, medtem ko so za stabilnost dvojne 
vijačnice najpomembnejše interakcije nalaganje aromatskih obročev (π-π interakcije).1 
 
Slika 2: Dvovijačna DNA (PDB id 5NXT).2 
Poznanih je več oblik dvovijačne DNA, med katerimi je najpogostejša B-DNA 
(desnosučna dvovijačna), ki predstavlja najpogostejšo obliko DNA v celici. Poznani pa 
sta tudi strukturni obliki A-DNA in Z-DNA.
1
 Pri polinukelotidnih verigah, ki so bogate 
z gvaninom, opazimo tvorbo G-kvadrupleksov oziroma štirivijačnih struktur DNA. 
Osnovni gradnik G-kvadrupleksov je G-kvartet, ki ga sestavljajo štirje gvanini, 
povezani med seboj s Hoogsteenovimi vodikovimi vezmi, in je stabiliziran s kationom 
vezanim v središču kvarteta.3 Vsak gvanin tvori štiri Hoogsteenove vodikove vezi in 
sicer z vsakim sosednjim gvaninom po dve.
3
 Planarni G-kvarteti, ki so naloženi en vrh 
drugega, tvorijo štirivijačno strukturo.3,4 Najpomembnejša biološko relavantna kationa 
za stabilizacijo G-kvadrupleksov sta K
+
 in Na
+
. Na tvorbo G-kvadrupleksov lahko 
vplivamo med drugim tudi z ustreznimi pufri, saj je lahko pri različnih pH tvorba 
različna.3 Do sedanji rezultati in raziskave kažejo, da ima nastanek G-kvadrupleksov 
pomembno regulatorno vlogo pri podvojevanju DNA, skrbi za pravilno prepisovanje 
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genoma in preprečevanju poškodb DNA.3-5 Za pravilno biološko funkcijo sta pomembni 
tako nastanek kot razvijanje G-kvadrupleksov.
3
  
        
Slika 3: Prikaz G-kvarteta.                                    Slika 4: Prikaz G-kvadrupleksa.
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Strukture G-kvadrupleksov so topološko zelo polimorfne in so lahko  intra- in inter-
molekularne. Intramolekularno zvijanje zahteva prisotnost vsaj štirih G-traktov v eni 
oligonukleotidni verigi, pri intermolekularnem zvijanju pa se G-kvadrupleks zvije iz 
dveh ali štirih verig.5 Grobo delimo topologijo G-kvadrupleksov glede na orientacijo 
štirih verig na antiparalelno, paralelno in hibridno (3+1).7 V raztopini lahko soobstaja 
več različnih G-kvadrupleksnih struktur, kar predstavlja velik izziv za strukturne 
študije.7 Orientacija verig je povezana s konformacijo gvaninov vzdolž N-glikozidne 
vezi, ki je lahko sin ali anti.
5
 Poznavanje 3D strukture G-kvadrupleksa je med drugim 
pomembno pri razumevanju procesov kot so podvojevanje DNA, prepisovanje genov in 
pri načrtovanju ligandov za vezavo na določene G-kvadruplekse.3,5 Na termično 
stabilnost G-kvadrupleksov vpliva število prisotnih G-kvartetov ter dolžina in 
kompozicija zank, ki so običajno oblikovane iz negvaninskih baz.3 G-kvadrupleksne 
strukture DNA, ki so že formirane, so termodinamsko bolj stabilne od dvoverižne DNA 
in tudi njihovo razvijanje je počasnejše od dvoverižne DNA.3  Računska analiza 
človeškega genoma je pokazala, da genom vsebuje preko 300 000 zaporedij, ki imajo 
potencial za tvorbo G-kvadrupleksov (iskano zaporedje je bilo G3+N1-7G3+N1-7G3+N1-
7G3+).
3 
Pri G-kvadrupleksih z večjim številom G-trakotv ter z daljšimi G-trakti in zankami je 
oteženo napovedovanje pričakovane topologije, ki je tudi sicer izredno problematično 
zaradi velike polimorfnosti G-kvadrupleksov. Če želimo iz množice struktur dobiti eno 
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in jo natančno preučiti, je potrebna optimizacija pogojev, vnos mutacij ali modificiranih 
nukleotidnih ostankov. 
 
 
1.2. Mdm2 
Dobro diferencirani liposarkom oziroma rak mehkega tkiva je težko diagnosticirati in 
zdraviti.
8
 Glavna značilnost liposarkoma na molekularnem nivoju je pomnoževanje 
mdm2 (Mouse double minute 2) genomske regije. Gen mdm2 je vključen v 
avtoregulatorno negativno povratno zanko, ki vpliva na izražanje tumor supresorskega 
proteina p53.
9
 Tumor supresorski protein p53 zavira delitev celic in s tem tudi razvoj 
tumorja. Protein p53 se veže na inducibilni promotor mdm2 in spodbuja njegovo 
izražanje, medtem ko povzroči protein Mdm2 ubikvitinacijo ter proteasomno razgradnjo 
p53, kar pri povečanem izražanju mdm2 inhibira apoptozo in vodi v razvoj rakavega 
tkiva.
9
 Inhibicija p53-Mdm2 interakcije tako predstavlja možnost za zdravljenje vseh 
rakov, kjer je prekomerno izražen Mdm2 ali je prisoten nemutiran p53.9 Z gvanini 
bogata regija mdm2 inducibilnega promotorja se zvije v štirivijačno DNA strukturo in 
vitro ter in vivo.
9
 Ker imajo štirivijačne strukture DNA pomembno vlogo pri nadzoru 
genske ekspresije, njihova zaporedja pa so pogosto prisotna v promotorjih onkogenov, 
je lahko G-kvadrupleksna struktura možen vzrok za gensko nestabilnost in 
pomnoževanje mdm2 genomske regije ter tako nastanek rakavih celic in kasneje tudi 
tumorjev.
3,9
  
mdm2-15: 5'- T GGGGG CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT GGGG C -3' 
Z gvanini bogato oligonukleotidno zaporedje mdm2-15 je dolgo 35 nukleotidov in ima 
pet gvaninskih ponovitev, štiri ponovitve s po štirimi in eno s petimi gvanini. Zaradi 
večjega števila gvaninskih ponovitev v onkogenu mdm2 je možen nastanek različnih G-
kvadrupleksov. 
Opazovali smo tudi dve skrajšani zaporedji mdm2-14 in mdm2-25. 
mdm2-14: 5'- T GGGGG CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT -3' 
mdm2-25:                   5'- CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT GGGG C -3' 
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Nukleotidno zaporedje mdm2-14 je dolgo 30 nukleotidov in vsebuje prve štiri 
gvaninske ponovitve od petih. Nukleotidno zaporedje mdm2-25 pa je dolgo 29 
nukleotidov in vsebuje zadnje štiri gvaninske ponovitve.  
 
 
1.3. Sinteza oligonukleotidov s fosforamiditno metodo 
Pri sintezi oligonukleotidov uporabimo DNA/RNA sintetizator, ki deluje po načelu 
fosforamiditne metode. Oligonukleotid se pri fosforamiditni metodi ciklično sintetizira 
iz 3′- proti 5′-koncu, kjer se v vsakem posameznem ciklu na novo sintetiziranemu 
oligonukleotidu doda en nukleotid. V ciklu sinteze si sledijo štiri faze: detritilacija, 
vezava nukleotida, pokrivanje (ang. capping) in oksidacija. Za sintezo uporabimo 
kolono, ki ima že vezan prvi nukleotid na 3′-koncu. Dimetoksitritilna  (DMT) zaščitna 
skupina pa je vezana na 5′-OH skupino nukleotida. V koraku detritilacije DMT skupino 
odstranimo s trikloroocetno kislino (TCA) in tako je 5’-OH skupina prosta  za vezavo 
naslednjega nukleotida. Ta v prisotnosti tetrazola vstopa v reakcijo v obliki 
fosforamidita, ki je prav tako na 5’-OH zaščiten z DMT ter ima zaščitene vse reaktivne 
skupine dušikove baze. Učinkovitost vezave vstopajočega nukleotida je visoka (99% pri 
DNA in 98% pri RNA). Nezreagirane molekule oligonukleotidov odstranimo iz reakcije 
s pokrivanjem prostih 5’–OH skupin z acetiliranjem. Na novo dodan nukleotid 
oksidiramo s pretvorbo iz fosfitne v stabilnejšo fosfotriestrsko obliko. V zadnjem 
koraku sinteze DMT skupino ponovno odcepimo s TCA in začne se nov cikel sinteze.10  
1.4. NMR spektroskopija 
Jedrska magnetna resonanca (NMR) je spektroskopska tehnika, s katero lahko določimo 
kemijske, elektronske in fizikalne lastnosti molekul. Uporablja se jo predvsem za 
strukturno analizo posameznih molekul in tudi njihovih interakcij. Metoda temelji na 
absorbciji in emisiji elektromagnetnega valovanja NMR-aktivnih jeder ter na dipolnih 
magnetnih lastnostih atomskega jedra. NMR-aktivna jedra imajo spinsko kvantno 
število različno od nič, od nič različen magnetni moment in liho število protonov ali 
nevtronov. Takšna jedra so na primer 1H, 2H, 13C, 15N, 19F, 31P.11  
Protonska jedrska magnetna resonanca (
1
H NMR) uporablja 
1
H (proton kot jedro) v 
molekulah vzorca za določitev lastnosti molekule. Pogosto so uporabljena devterirana 
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topila (devterij = 
2
H ali D) kot je na primer devterirana voda (D2O), ker topilo ne da 
signala in tako ne pride do prekrivanja.
12
 
Pri organskih molekulah opazimo posamezne signale v 
1
H spektrih v razponu od -4 do 
14 ppm. Temu položaju pravimo kemijski premik, ki ga označujemo z δ in enoto ppm.12 
Signali imajo različen položaj in so različnih oblik zaradi različnega kemijskega okolja 
opazovanega jedra in anizotropnega efekta.
12
 Anizotropija kemijskega premika je 
senčenje, ki je posledica nesferične porazdelitve elektronov v okolici jedra. Resonance, 
ki ustrezajo imino protonom gvaninski nukleobaz v G-kvartetu, se pojavijo v območju 
med 10.5 in 12.5 ppm.
5
 Običajno število resonanc imino protonov ustreza številu 
gvaninskih nukleobaz v G-kvartetih. Zato imino regija 1D 
1
H  NMR spektra predstavlja 
prikladno območje za določanje prisotnosti in števila G-kvadrupleksov ter števila G-
kvartetov.
5
  
 
 
1.5. CD spektroskopija 
CD spektroskopija je spektroskopska metoda, ki temelji na absorbciji levo- in 
desnokrožno polarizirane svetlobe in je uporabna za preučevanje optično aktivnih 
molekul.
5,13
 Cirkularni dikroizem (CD) je pojav, kjer snov levo- in desnokrožno 
polarizirane svetlobe ne absorbira enako.
13,14
 Skozi optično aktivne molekule potuje 
levo- in desnokrožna polarizirana svetloba, ki pa je zaradi svoje asimetričnosti, 
molekule ne absorbirajo v enaki meri. CD je razlika med absorbirano levo- in 
desnokrožno polarizirano svetlobo. Optično aktivne molekule pa imajo zato značilne 
CD spektre. Sekundarne strukture DNA, kot so na primer A DNA, B DNA in Z DNA, 
imajo tako prepoznavne CD spektre.
13 
CD spektroskopija je ena preprostejših in hitrejših metod, s katero lahko potrdimo 
prisotnost in določimo topologijo G-kvadrupleksa. CD spekter tipičnega paralelnega G-
kvadrupleksa pokaže absorbcijski minimum pri 240 nm in absorbcijski maksimum pri 
265 nm.
13
 Pri antiparalelnem opazimo absorbcijski minimum pri 265 nm in maksimum 
pri 295 nm, medtem ko ima hibrid (3+1) minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 
265 nm ter 295 nm.
13 
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Tabela 1: Tabela prikazuje tipične maksimume in minimume pri določenih valovnih 
dolžinah za posamezno topologijo G-kvadrupleksa. 
 
Topologija G-
kvadrupleksa 
CD profil pri valovni dolžini [nm] 
245 265 295 
Paralelni - +  
Antiparalelni  - + 
Hibrid (3+1) - + + 
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2.  Namen dela  
Namen diplomskega dela je preučiti zmožnost nastanka različnih štirivijačnih struktur 
DNA v z gvanini bogatem zaporedju onkogena mdm2, število prisotnih štirivijačnih 
struktur in opisati njihove topološke značilnosti. Določili bomo pogoje, pri katerih je 
pretežno prisotna le ena molekularna zvrst in opisali njene strukturne lastnosti. 
Rezultati nam bodo pomagali razumeti, katera struktura je večinsko prisotna v 
onkogenu mdm2 in tako predstavlja tarčo za ligande, ki bi lahko onemogočali oziroma 
vplivali na interakcijo med p53 in mdm2. 
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3. Rezultati in razprava 
3.1. Titracije oligonukleotidov 
Sintetizirali smo tri različne oligonukleotide, ki predstavljajo tri različno dolga 
zaporedja z gvanini bogate regije mdm2 (mdm2-14, mdm2-25, mdm2-15). Vse 
sintetizirane oligonukleotide smo titrirali z vodno raztopino KCl ali NaCl pri različnih 
pH in posamezne korake titracij spremljali z NMR. 
Posneli smo tudi CD spektre posameznih oligonukleotidov pred titracijo in pri končni 
koncentraciji kalijevih oziroma natrijevih ionov pri različnih pH. 
3.1.1. Titracije oligonukleotida mdm2-14 
V odsotnosti kationov pri raztopini mdm2-14 pri približno δ 13 ppm opazimo širok 
signal, ki  predstavlja GC bazne pare, povezane z Watson-Crickovimi vodikovimi 
vezmi (Slika 5). Zaradi odsotnosti signalov med δ 10.6 -12.2 ppm sklepamo, da v 
raztopini mdm2-14 ni prisotna G-kvadrupleksna struktura. S povečevanjem 
koncentracije kalijevih ionov pri nevtralnem pH se vrh pri δ 13 ppm razširi in njegova 
intenziteta zmanjšuje, hkrati pa se pričnejo pojavljati  ostri signali v območju med δ 
10.6 – 12.2 ppm. Pri višji koncentraciji kalijevih ionov se torej oligonukleotid zvije v G-
kvadrupleks. Pri 50 mM K
+
 opazimo večje število signalov, ki jih natančno ne moremo 
prešteti. Opazimo dva signala v območju GC Watson-Crick baznih parov, kar nakazuje, 
da so ti verjetno sestavni del G-kvadrupleksne strukture. K tvorbi G-kvadrupleksa 
prileganje s počasnim ohlajanjem ne pripomore veliko, so pa vrhovi ostrejši in višjih 
intenzitet po enem dnevu. To nam pove, da je zvijanje mdm2-14 v G-kvadrupleks 
počasno. Ocenimo lahko, da gre za približno 12 signalov, kar bi pomenilo 3 kvartetno 
strukturo. Pri višjih koncentracijah kalijevih ionov se pojavijo signali v območju nad δ 
12.5 ppm. Za titrracije mdm2-14 nimamo CD spektra, ker ga bomo posneli v prihodnje. 
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Slika 5: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-14 (c=0.67 mM, 
T=25°C)  pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 7. 
Pri titracij mdm2-14 s KCl pri pH 5.8 že pred dodatkom kationov v raztopini majhen 
delež molekul tvori agregate ali predzvite strukture, kar nakazuje šibek signal pri δ 10.8 
ppm (Slika 6). Tvorbo G-kvadrupleksa opazimo že pri 5 mM koncentraciji kalijevih 
ionov, saj se pojavijo signali v območju med δ 10.8 – 11.6 ppm. Kemijski premik in 
intenziteta signalov se pri višanju koncentracije kalijevih ionov bistveno ne spreminjata. 
Prav tako k zvišanju intenzitet signalov ne pripomore prileganje s hitrim ohlajanjem. Pri 
50 mM K
+
 je prisotno večje število signalov v imino območju, ki jih zaradi prekrivanja 
ne moremo nedvoumno prešteti. V CD spektru opazimo pri 0 mM K+ minimum pri 245 
nm in širok maksimum, ki bi lahko predstavljal dva maksimuma (pri 265 in 295 nm) 
(Slika 7). Pri 50 mM K
+
 v CD spektru opazimo maksimum pri 245 nm, minimum pri 
265 nm in maksimum pri 295 nm. Tudi glede na vrhove v CD spektru je prišlo do 
spremembe v zvitju oligonukleotida po dodatku 50 mM K
+
. Glede na minimume in 
maksimume v CD spektru lahko sklepamo na večjo množino antiparalelnega G-
kvadrupleksa. 
 
Slika 6: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-14 (c=0.47 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 5.8. 
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Slika 7: CD spekter mdm2-14 pri 0 mM in 50 mM K
+
 pri pH 5.8. 
Pred dodatkom kationov v raztopini mdm2-14 opazimo tri široke signale nizkih 
intenzitet (območje med δ 10.8 – 11.5 ppm), ki bi lahko nakazovali prisotnost predzvitih 
struktur (Slika 8). Pri višji koncentraciji kalijevih ionov (50 mM K+) pri pH 8 se 
pojavijo signali v območju med δ 10.5 – 11.7 ppm, ki kažejo na tvorbo G-
kvadrupleksov. Teh signalov je veliko, kar nam pove, da je prisotnih več zvrsti G-
kvadrupleksov. V CD spektru pri 0 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in 
maksimum pri 265 nm, v prisotnosti 50 mM K
+
 pa minimum pri 245 nm, širok 
maksimum pri 265 nm in ramo pri 295 nm (Slika 9). Sklepamo lahko, da nastali G-
kvadrupleksi niso le paralelni, saj vrh pri 295 nm nakazuje na prispevek antiparalelnih 
ali (3+1) zvrsti. 
 
Slika 8: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-14 (c=0.83 mM, 
T=25°C)  pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 8. 
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Slika 9: CD spekter mdm2-14 pri 0 mM in 50 mM K
+
 pri pH 8. 
Pri titraciji mdm2-14 z NaCl pri pH 7.4 opazimo pred dodatkom kationov prisotnost 
širokega signala pri δ 12.8 ppm, ki predstavlja GC bazne pare, povezane z Watson-
Crickovimi vodikovimi vezmi (Slika 10). Poleg tega so prisotni zelo šibki signali v 
območju δ 10.8 – 11.8 ppm, kar nakazuje, da je majhen delež molekul zvit v G-
kvadrupleks. Pri višjih koncentracijah natrijevih ionov opazimo šibke signale v območju 
med δ 10.8 – 11.8 ppm, torej mdm2-14 v prisotnosti natrijevih kationov le šibko tvori 
G-kvadruplekse. Pri višji koncentraciji natrijevih ionov se poveča intenziteta signala pri 
δ 12.8 ppm, k čemur pripomore tudi prileganje s hitrim ohlajanjem. V CD spektru pri 0 
mM Na
+
 opazimo minimum pri 245 nm in širok maksimum, ki bi lahko predstavljal dva 
maksimuma (pri 265 in 295 nm) (Slika 11). Pri 50 mM Na
+
 opazimo minimum pri 245 
nm in dva maksimuma pri 265 in 295 nm. Pri 0 mM in 50 mM Na
+
 imamo CD vrhove 
značilne za B DNA, kar je v skladu s signalom pri δ 12.8 ppm, ki nakazuje na tvorbo 
GC Watson-Crick baznih parov. Zanimivo je, da v CD spektru opazimo tako veliko 
razliko po dodatku natrijevih ionov, medtem ko je sprememba v območju med δ 10.8 – 
11.8 ppm v NMR spektru komaj opazna. 
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Slika 10: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-14 (c=0.39 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah natrijevih ionov pri pH 7.4. 
 
Slika 11: CD spekter mdm2-14 pri 0 mM in 50 mM Na
+
 pri pH 7.4. 
3.1.2. Titracije oligonukleotida mdm2-25 
Pred dodatkom kationov v raztopini mdm2-25 pri pH 7 opazimo prisotnost širokega 
signala pri približno δ 12.9 ppm, ki  predstavlja GC bazne pare, povezane z Watson-
Crickovimi vodikovimi vezmi (Slika 12). Pri višjih koncentracijah (50 mM in 100 mM) 
kalijevih ionov se pojavijo šibki signali v območju med δ 10.6 – 11.7 ppm, ki kažejo na 
šibko tvorbo G-kvadrupleksa. Pri višjih koncentracijah kalijevih ionov se signal pri δ 
12.9 ppm razširi in po prileganju s počasnim ohlajanjem izgine. Prileganje s počasnim 
ohlajanjem ugodno vpliva na tvorbo G-kvadrupleksa, saj opazimo večje število delno 
prekrivajočih se signalov. Pri 100 mM K+ v območju med δ 10.6 – 11.7 ppm lahko 
preštejemo približno 16 signalov, kar kaže na 4 kvartetno strukturo prisotnega G-
kvadrupleksa. V CD spektru pri 0 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in širok 
maksimum, ki bi lahko predstavljal dva maksimuma (pri 265 in 295 nm) (Slika 13). Pri 
100 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 265 in 295 nm. 
Nastali G-kvadrupleksi niso le paralelni, saj minimumi in maksimumi v CD spektru 
nakazujejo tudi na prisotnost (3+1) ali antiparalelnih zvrsti. 
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Slika 12: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-25 (c=0.43 mM, 
T=25°C)  pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 7. 
 
Slika 13: CD spekter mdm2-25 pri 0 mM in 100 mM K
+
 pri pH 7. 
V odsotnosti kationov v raztopini mdm2-25 opazimo širok signal nizke intenzitete pri 
približno δ 12.9 ppm, ki  predstavlja GC bazne pare, povezane z Watson-Crickovimi 
vodikovimi vezmi (Slika 14). Ta signal se pri višjih koncentracijah kalijevih ionov 
najprej razcepi v več signalov in nato počasi izgine. Z zviševanjem koncentracije 
kalijevih ionov pri pH 5.8 se v območju med δ 10.6 – 11.8 ppm pojavijo delno 
prekrivajoči se signali, ki jih lahko povežemo s tvorbo G-kvadrupleksov. V CD spektru 
pri 50 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 265 in 295 nm 
(Slika 15), iz česar lahko sklepamo, da nastali G-kvadrupleksi niso le paralelni, saj 
vrhovi v CD spektru nakazujejo tudi na prisotnost (3+1) ali antiparalelnih zvrsti. 
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Slika 14: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-25 (c=0.74 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 5.8. 
 
Slika 15: CD spekter mdm2-25 pri 50 mM K
+
 in pH 5.8. 
Pred dodatkom kationov v raztopini mdm2-25 opazimo, da je oligonukleotid delno zvit 
(signali v območju med δ 10.5 – 11.7 ppm) (Slika 16). Glede na intenziteto signalov 
lahko sklepamo, da niso prisotni agregati temveč G-kvadrupleksne strukture. Opazimo 
tudi šibkejši signal pri δ 12.9 ppm, ki predstavlja GC bazne pare. Z zviševanjem 
koncentracije kalijevih ionov pri pH 8 se intenziteta signalov povečuje. Pri 50 mM K+ 
opazujemo večje število signalov, kar nakazuje na prisotnost več G-kvadrupleksnih 
zvrsti. V CD spektru opazimo minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 265 in 295 
nm (Slika 17), iz česar lahko sklepamo, da nastali G-kvadrupleksi niso le paralelni, saj 
vrhovi v CD spektru nakazujejo tudi na prisotnost (3+1) ali antiparalelnih zvrsti. 
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Slika 16: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-25 (c=0.82 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 8. 
 
Slika 17: CD spekter mdm2-25 pri 50 mM K
+
 in pH 8. 
3.1.3. Titracije oligonukleotida mdm2-15 
V odsotnosti kationov v raztopini mdm2-15 pri pH 7 opazimo, da je  oligonukleotid že 
delno zvit. Prisoten je tudi širok signal nizke intenzitete pri približno δ 12.8 ppm, ki 
predstavlja GC bazne pare, povezane z Watson-Crickovimi vodikovimi vezmi (Slika 
18). Pri višjih koncentracijah kalijevih ionov se pričnejo v območju med δ 10.5 – 11.7 
ppm pojavljati signali z visoko intenziteto, kar nakazuje na tvorbo G-kvadrupleksov. 
Signal pri δ 12.8 ppm se s povečevanjem koncentracije kalijevih ionov razširi v več 
signalov in pri prileganju s počasnim ohlajanjem izgine. Prileganje s počasnim 
ohlajanjem pripomore k zvijanju oligonukleotida, saj se intenzitete signalov zvišajo.  
Preštejemo lahko približno 16 signalov, kar kaže na 4 kvartetno strukturo G-
kvadrupleksa. V CD spektru pri 0 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in širok 
maksimum, ki bi lahko predstavljal dva maksimuma (pri 265 in 295 nm) (Slika 19). Pri 
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50 mM K
+
 opazimo minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 265 in 295 nm. Nastali 
G-kvadrupleksi niso le paralelni, saj vrhovi v CD spektru kažejo na prisotnost tudi 
antiparalenih in (3+1) zvrsti. 
 
 
Slika 18: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-15 (c = 0.62 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 7. 
 
Slika 19: CD spekter mdm2-15 pri 0 mM in 50 mM K
+
 pri pH 7. 
Pred dodatkom kationov v raztopini mdm2-15 opazimo signal pri δ 12.9 ppm, ki  
predstavlja GC bazne pare (Slika 20). Tudi pri višjih koncentracijah natrijevih ionov pri 
pH 7.4 ne opazimo jasnih signalov v območju med δ 10.6 – 11.5 ppm, zato sklepamo, 
da ne pride do tvorbe G-kvadrupleksov. Opazimo podobno obnašanje kot pri mdm2-14 
pri enakih pogojih. V tem območju opazimo le široke in šibke signale, ki kažejo da je 
prisotno šibko delno zvitje G-kvadrupleksa. Vrh pri  δ 12.9 ppm ne izgine z višanjem 
koncentracije natrijevih ionov in je prisoten tudi po prileganju s počasnim ohlajanjem. 
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V CD spektru pri 0 mM Na
+
 opazimo minimum pri 245 nm in širok maksimum, ki bi 
lahko predstavljal dva maksimuma (pri 265 in 295 nm) (Slika 21). Pri 50 mM Na
+
 
opazimo minimum pri 245 nm in dva maksimuma pri 265 in 295 nm. 
 
Slika 20: Primerjava imino območij 1D 1H NMR spektrov mdm2-15 (c=0.76 mM, 
T=25°C) pri različnih koncentracijah natrijevih ionov pri pH 7.4. 
 
Slika 21: CD spekter mdm2-15 pri 0 mM in 50 mM Na
+
 pri pH 7.4. 
 
3.2. Razprava 
Sintetizirali smo tri različno dolga oligonukleotidna zaporedja promotorja mdm2. 
mdm2-15: 5'- T GGGGG CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT GGGG C -3' 
mdm2-14: 5'- T GGGGG CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT -3' 
mdm2-25:                   5'- CTC GGGG CGC GGGG CGC GGGG CAT GGGG C -3' 
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V okviru diplomske naloge smo preučevali vpliv kationov pri različnih pH na tvorbo G-
kvadrupleksov v z gvanini bogatem zaporedju inducibilnega promotorja mdm2. V 
primerih, kjer smo različno dolge oligonukletide iz promotorja mdm2 titrirali z 
natrijevimi kationi pri nevtralnem pH, ni prišlo do zvitja oziroma tvorbe G-
kvadrupleksov. Ko smo za titracijo pri različnih pH (nevtralen, visok in nizek) uporabili 
kalijeve ione, pa je prišlo do tvorbe G-kvadrupleksov. Zato lahko predpostavimo, da 
kalijevi kationi bolje oziroma uspešneje stabilizirajo tvorbo G-kvadrupleksov pri 
oligonukleotidnih mdm2. To je tudi pričakovano. Ioni so v G-kvadrupleksu 
dehidratirani in dehidratacija je termodinamsko neugoden proces. Dehidratacijska 
energija za K
+
 je mnogo nižja od dehidratacijske energije za Na+, zato so kalijevi ioni 
uspešnejši pri stabilizaciji tvorb G-kvadrupleksov.15 Opazili smo tudi, da prileganje s 
počasnim ohlajanjem pripomore k boljši tvorbi G-kvadrupleksov pri mdm2-25.  
V nekaj primerih se že pri začetnem stanju oligonukleotida (brez dodanih kationov) 
pojavijo signali v NMR spektru v območju med δ 10.5 in 12 ppm. Ti predstavljajo 
predzvitje ali delno zvitje oligonukleotida, če so vrhovi ozki in jih je več, ali pa 
agregate, če je vrh samo eden in širok med δ 11 in 12 ppm. Pri večini oligonukleotidov 
je že pred dodatkom kationov prisoten širši vrh pri približno δ 13 ppm, ki pa v večini 
primerov pri visoki  koncentraciji kationov izgine. Ta signal predstavlja GC bazne pare, 
povezane z Watson-Crickovimi vodikovimi vezmi, kar je pričakovano glede na veliko 
število citozinskih ostankov prisotnih v zaporedju. Zaradi tega lahko predvidevamo, da 
obstaja ravnotežje med strukturo z GC baznimi pari in G-kvadrupleksi, zaradi česar 
lahko pričakujemo počasnejšo tvorbo G-kvadrupleksov kot pa v primerih, ko z gvanini 
bogat oligonukleotid nima možnosti tvorbe GC baznih parov. Z določanjem talilne 
temperature bi lahko določili stabilnost strukture z GC baznimi pari. 
Pri vseh treh različno dolgih oligonukleotidih so signali v 1D 1H NMR spektrih najbolje 
ločeni pri titraciji s kalijevimi ioni pri nevtralnem pH. Signali so širši in se med sabo 
delno tudi prekrivajo pri višjih koncentracijah kalijevih ionov pri pH 5.8 in pri pH 8. 
Zato signalov ni možno natančno prešteti, da bi določili število G-kvartetov, ki tvorijo 
G-kvadrupleks. Zaradi velikega števila signalov sklepamo, da je prisotnih več različnih 
topologij G-kvadrupleksov. 
V treh spektrih pri 50mM K
+
 in nevtralnem pH pa bi vendar lahko približno prešteli 
signale. Pri mdm2-15 je signalov približno 16, pri mdm2-14 12 in pri mdm2-25 16. 
Tako lahko sklepamo, da mdm2-15 in mdm2-25 tvorita 4 kvartetno strukturo ter mdm2-
14 3 kvartetno strukturo. Glede na vrhove v CD spektru bi lahko pri mdm2-15 in 
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mdm2-25 sklepali, da ne nastanejo le paralelni G-kvadrupleksi in so prisotne tudi 
antiparalene in (3+1) strukture.  
Za določanje strukture z gvanini bogatega zaporedja v inducibilnem promotorju mdm2 
je potrebno nadaljnje delo. Tri različno dolga zaporedja mdm2 (mdm2-14, mdm2-25 in 
mdm2-15) bi lahko mutirali in s tem poskušali stabilizirati eno samo zvrst G-
kvadrupleksa. Smiselna bi bila vključitev 8-bromo-2'-deoksigvanozina, ki lahko 
stabilizira eno zvrst G-kvadrupleksa, če ga vključimo na mesto gvaninskega ostanka v 
sin konformaciji.
7
 Lahko bi tudi poskusili z mutacijami v C zankah, saj bi se tako 
verjetno izognili tvorbi kompetitivne zvrsti z GC baznimi pari. Verjetno pa je sočasen 
obstoj več različnih struktur v mdm2 biološko pomemben, saj se različne strukture 
vežejo na različne proteine in s tem regulirajo različne procese. 
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4.  Materiali in metode 
4.1. Sinteza oligonukleotidov 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- DNA/RNA sintetizator H-8 proizvajalca K&A Laborgeraete,  
- dG-CE fosforamidit proizvajalca Glen Research,  
- dT-CE fosforamidit proizvajalca Glen Research,  
- dA-CE fosforamidit proizvajalca Glen Research,  
- Ac-dC fosforamidit proizvajalca Glen Research,  
- acetonitril proizvajalca Honeywell Riedel-de Haën,  
- Cap A (80 vol. % tetrahidrofurana, 10 vol. % 2,6-lutidina, 10 vol. % anhidrida ocetne 
kisline) proizvajalca Sigma-Aldrich,  
- Cap B (84 vol. % tetrahidrofurana, 16 vol. % N-metilimidazola) proizvajalca Sigma-
Aldrich Fine Chemicals,  
- Deblock Mix (3 vol. % trikloroocetne kisline v diklorometanu) proizvajalca Link 
Technologies,  
- Oxidizer (66 vol. % tetrahidrofurana, 12 vol. % H2O, 22 vol. % piridina, 0,6 ut. % 
joda) proizvajalca Sigma-Aldrich,  
- DCI Activator (3 ut. % dicianoimidazola v acetonitrilu) proizvajalca Sigma-Aldrich,  
- dT SynBase CPG kolone z začetnim nukleozidom timidinom proizvajalca Link 
Technologies,  
- dC SynBase CPG kolone z začetnim nukleozidom citozinom proizvajalca Link 
Technologies, 
- vodna kopel RE 104 proizvajalca Lauda,  
- centrifuga Universal 320 R proizvajalca Hettich Zentrifugen,  
- centrifuga z vakuumskim koncentratorjem ScanVac Coolsafe proizvajalca Labogen,  
- vibracijski stresalnik MS 3 basic proizvajalca Ika,  
- metilamin (40 ut. % v vodi) proizvajalca Acros Organics,  
- amonijev hidroksid (28 ut. % v vodi) proizvajalca Acros Organics 
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Sintetizirali smo tri različne oligonukleotide, celotno zaporedje mdm2-15, mdm2-14 in 
mdm2-25. Za odstranjevanje oligonukleotidov s trdnega nosilca in odstranjevanje 
zaščitnih skupin smo uporabili dva različna postopka, odstranjevanje zaščitnih skupin z 
AMA in odstranjevanje zaščitnih skupin z NH4OH.  Za prvi postopek (AMA) 
potrebujemo mešanico amonijevega hidroksida in metilamina (AMA) v volumskem 
razmerju 1:1. Za odcep z nosilca je potrebno kolone namakati v mešanici amonijevega 
hidroksida in metilamina 20 minut. AMA, s katero smo sprali kolone s sintetiziranimi 
vzorci, smo zbrali v epruvetah in jih postavili v vodno kopel s temperaturo 65 °C za 10-
15 minut in jih še isti dan očistili s kartušami. Pri drugem postopku (NH4OH) 
potrebujemo za odcep z nosilca namakati kolone v NH4OH 3h. Nato smo NH4OH, s 
katerim smo sprali kolone, zbrali v epruvetah in jih postavili v vodno kopel s 
temperaturo 55°C čez noč in s tem odstranili zaščitne skupine. 
 
4.2. Čiščenje oligonukleotidov s kartušami 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- DNA kartuše proizvajalca Glen-Pak, 
- acetonitril (ACN) proizvajalca Honeywell Riedel-de Haën, 
- 2 M TEAA proizvajalca Thermo Fisher Scientific, 
- metilamin (40 ut. % v vodi) proizvajalca Acros Organics,  
- amonijev hidroksid (28 ut. % v vodi) proizvajalca Acros Organics, 
- natrijev klorid proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- trifluoroocetna kislina (TFA) proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- tehtnica AX105 DeltaRange proizvajalca Mettler Toledo 
 
Ker smo nadaljevali čiščenje oligonukleotidov s kartušami, nam predhodno ni bilo 
potrebno odstraniti amonijaka. Kartuše uporabimo za odstranjevanje oligonukleotidov, 
ki so krajši od želene dolžine. DMT skupino odstranimo s TFA. 
Postopek čiščenja s kartušami: 
- kartuše speremo z 0.5 ml ACN in 1 ml 2M TEAA , 
- raztopini oligonukleotida dodamo ekvimolarno količino 100 mg/ml NaCl (končna    
  koncentracija NaCl naj bo vsaj 50 mg/ml), 
- nanesemo raztopine oligonukleotidov na kartuše v 1 ml alikvotih, 
- speremo z 2x1 ml 5 % ACN v 100 mg/ml NaCl, 
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- speremo z 2x1 ml 2 % TFA , 
- speremo z 2x 1ml H2O,  
- elucija oligonukleotida s kartuš: 1.5 ml 50 % ACN v H2O z 0.5 %NH4OH 
 
4.3. Protokol AMICON 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- vodna kopel RE 104 proizvajalca Lauda, 
- centrifuga Universal 320 R proizvajalca Hettich Zentrifugen, 
- ScanVac Coolsafe centrifuga z vakuumskim koncentratorjem proizvajalca Labogen, 
- centrifugirke s filtrom za centrifugalno filtracijo (Amicon® Ultra 15 mL Filters)  
proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- tehtnica AX105 DeltaRange proizvajalca Mettler Toledo, 
- litijev klorid proizvajalca Sigma-Aldrich 
 
S protokolom AMICON razsolimo sintetizirane oligonukleotide. Oligonukleotide v 
raztopini (50 % ACN v H2O z 0.5 %NH4OH ) v epruvetah postavimo v vodno kopel s 
temperaturo 95°C, jim pri tej temperaturi dodamo 1M litijev klorid (končna 
koncentracija litijevega klorida v vzorcu je maksimalno 0.5M) in ohladimo. Raztopine 
oligonukleotidov vrtimo pri 5000 rpm trikrat po 30 minut. Preostali volumen raztopine 
oligonukleotidov iz centrifugirk s filtrom za centrifugalno filtracijo zberemo v 
epruvetah in jih liofiliziramo čez noč. 
 
4.4. Priprava vzorcev za NMR spektroskopijo 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- UV-Vis spektrofotometer Cary proizvajalca Agilent, 
- D2O (99,8 atomskih % devterija) proizvajalca Armar AG, 
- pipete 100 – 1000 µl, 50 – 200 µl, 10 – 100 µl in 0,5 – 10 µl proizvajalca Eppendorf, 
- cevke za NMR spektroskopijo proizvajalca Shigemi.inc 
 
Razsoljen oligonukleotid smo raztopili v 270 µl vode in dodali 30 µl D2O, tako da je 
bila v vzorcu 10% koncentracija D2O. S pomočjo UV-Vis spektrofotometra smo 
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določili koncentracijo oligonkleotidov v posameznih vzorcih. To smo izračunali z 
enačbo Beer-Lambertovega zakona 
A = ε      l, 
v kateri A označuje absorbanco, ε ekstinkcijski koeficient, c koncentracijo in l optično 
pot kivete. 
Pred tem smo vsakemu oligonukleotidu s programom izračunali ekstinkcijski 
koeficient, ki je za mdm2-15 323100 mol/l cm, mdm2-14 276400 mol/l∙cm in mdm2-25 
265000 mol/l∙cm. Ekstinkcijske koeficiente smo izračunali s programom na strani 
Integrated DNA Technologies z OligoAnalyzer Tool. 
Vzorce smo nato prenesli v cevke za NMR spektroskopijo. 
 
4.5. 1D 
1
H NMR spektroskopija 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- NMR spektrometer VNMRS 800 MHz (David) proizvajalca Agilent Technologies, 
- NMR spektrometer DD2 600 MHz (Lara) proizvajalca Agilent Technologies, 
- NMR spektrometer AVANCE NEO 600 MHz (Aska) proizvajalca Bruker, 
- pipete 100 – 1000 µl, 50 – 200 µl, 10 – 100 µl in 0,5 – 10 µl proizvajalca Eppendorf, 
- cevke za NMR spektroskopijo proizvajalca Shigemi.inc, 
- tehtnica AX105 DeltaRange proizvajalca Mettler Toledo, 
- pH meter 780 pH Meter proizvajalca Metrohm, 
- natrijev klorid proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- kalijev klorid proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- monokalijev fosfat proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- dikalijev fostat proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- dinatrijev fosfat proizvajalca Sigma-Aldrich, 
- mononatrijev fosfat proizvajalca Sigma-Aldrich 
 
Cevke z vzorcem smo vstavili v NMR spektrometer. NMR spektre smo posneli na 
NMR spektrometrih na Nacionalnem inštitutu za NMR spektroskopijo na Kemijskem 
inštitutu v Ljubljani. Spektre smo posneli s 64 ponovitvami pri 25°C.  Za vsako meritev 
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smo posebej nastavili 90° radiofrekvenčni pulz. Relaksacijski zamik med posameznimi 
meritvami je bil 3s. Za obdelavo spektrov smo uporabili program TopSpin 4.0.8.   
Vzorce smo titrirali z vodno raztopino KCl ali NaCl pri različnih pH-jih ter po vsakem 
dodatku kationov posneli spekter. 
 
4.6. CD spektroskopija 
Uporabljeni instrumenti in materiali: 
- CD spektrometer Chirascan proizvajalca Applied Photophysics, 
- 1 mm kvarčna kiveta proizvajalca Science Outlet 
 
Kiveto z razredčenim vzorcem (10 µl NMR vzorca + 290 µl vode ali ustreznega pufra) 
smo postavili v CD spektrometer in posneli spekter. Predhodno smo posneli tudi CD 
spekter pufra (ozadje) in ga odšteli od spektra vzorca. Snemali smo v območju od 200 
do 320 nm s korakom 1 nm in s štirimi ponovitvami. 
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          4.7. Čiščenje posameznih oligonukleotidov 
 
Tabela 2: Tabela prikazuje potek čiščenja posameznih oligonukleotidov. 
trakt titracija Čiščenje vzorca 
mdm2 1-4 KPi pH 7 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+amicon 
KPi pH 5.8 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+amicon  
KPi pH8 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+2xamicon  
NaPi pH 7.4 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+amicon 
mdm2 2-5 KPi pH 7 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+amicon 
KPi pH 5.8 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+2xamicon  
KPi pH 8 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+2xamicon  
NaPi pH 7.4  
mdm2 KPi pH 7 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+2xamicon  
KPi pH 5.8  
KPi pH 8  
NaPi pH 7.4 odstranitev zaščitnih 
skupin+kartuše+2xamicon  
 
V nekaj primerih je bila koncentracija oligonukleotida po čiščenju prenizka za nadaljnjo 
NMR analizo. Ugotovili smo, da se oligonukleotid ni vezal na kartuše že pri samem 
nanosu. Zato smo potem te raztopine oligonukleotidov, ki smo jih zbrali pri nanosu 
oligonukleotida na kartuše, še enkrat razsolili s protokolom AMICON. 
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5.  Zaključek  
V okviru diplomskega dela smo ugotovili, da je z gvanini bogato zaporedje iz onkogena 
mdm2 zmožno tvoriti več G-kvadrupleksov. S pomočjo NMR in CD spektroskopije smo 
ugotovili, da nastali G-kvadrupleksi niso le paralelni, saj so prisotne tudi antiparalelene 
in (3+1) zvrsti. Opazili smo tudi predzvite strukture, ter ugotovili, da oligonukleotidi v 
odsotnosti kationov tvorijo strukture z GC Watson-Crickovimi baznimi pari. Nismo 
uspeli določiti pogojev, kjer bi bila prisotna le ena molekularna zvrst, vendar smo se 
temu približali pri 50 mM K+ pri pH 7. Ugotovili smo, da kalijevi kationi bolje oziroma 
uspešneje stabilizirajo tvorbo G-kvadrupleksov v primerjavi z natrijevimi. Prav tako je 
tvorba G-kvadrupleksov uspešnejša pri nevtralnem pH kot pri nižjem ali višjem. Za 
podroben opis strukturnih lastnosti ene molekularne zvrsti v promotorju mdm2 je 
potrebno nadaljnjo raziskovanje na tem področju. Smiselno bi bilo preučiti mutirana 
zaporedja mdm2, kjer bi v oligonukleotide vključili 8-bromo-2'-deoksigvanozin ali 
mutirali citozinske ostanke v zaporedju.  
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